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RESUMO: Levedura de panificaçao (Saccharomyces 
cerevisiae) foi obtida anaerobicamente (sem e com adi-
ção dos ácidos graxos palmítico, oleico e linoleico) e 
aerobicamente e utilizada em ensaios de fermentação com 
14% e 16% de sacarose a 32°C. Nao houve diferenças sig 
nificativas, quanto a viabilidade celular, entre os tra 
tamentos das leveduras com ácido oleico, ácido linolei-
co e aerobicamente (as quais foram ricas em palmitolei-
co e oleico). As leveduras enriquecidas com ácido pal-
mítico e anaerõbicas apresentaram maior redução na via-
bilidade do que com ácidos graxos insaturados. Foi ob-
servado um aumento na produção de ácido pirúvico e uma 
redução nos álcoois superiores com a redução da viabi-
lidade celular. 
Termos para indexação: ácidos graxos, Saccharo-
myees cerevisiae, fermentação alcoólica. 
FERMENTATIVE CAPACITY OF (Sacckaromyees cerevisiae) 
ENRICHED WITH FATTY ACIDS 
ABSTRACT: Baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae) 
was obtained anaerobically (with and without the 
addition of following fatty acids: palmitic, oleic 
and linoleic) aerobically and utilised in 
fermentation trials with 14 and 16% of sucrose in the 
medium at 32°C. There were no significant differences 
among oleic acid, linoleic acid and aerobic treatments 
(which were rich in palmitoleic and oleic acids) in 
relation to cellular viability. Yeasts enriched with 
palmitic acid and under anaerobic conditions showed a 
higher reduction on viability than those treated with 
unsaturated fatty acids. An increased production of 
pyruvic acid and a reduction in higher alcohols with a 
reduction on cellular viability were observed. 
Index terms: Fatty acids, Saccharomyces 
cerevisiae, alcoholic fermentation. 
INTRODUÇÃO 
Na produção de etanol pela via fermentativa tem 
se procurado leveduras que apresentem alta tolerância 
ao etanol para se obter vinhos com maior grau alcoóli-
co. 
Tem sido demonstrado uma relação entre a compo-
sição em ácidos graxos das leveduras e a tolerância ao 
etanol. GIUDICI et alii (1983) relataram uma correla-
ção linear positiva entre a produtividade de 22 linha-
gens de Saccharomyces cerevisiae e o teor de ácido olei 
co das leveduras enquanto que NAGAR-LEGMANN & MARGALITH 
(1987) verificaram que as leveduras cora alta capacida-
de fermentativa apresentaram menor teor de ácidos gra-
xos poliinsaturados do que as de baixa capacidade como 
a Saccharomyces melt is. 
Nas leveduras, os ácidos graxos insaturados sao 
formados na presença de oxigênio molecular (BLOOM FIELD 
& BLOCH, 1960; BROWN & ROSE, 1969), sendo que as leve-
duras sao capazes de aprovei tar-mínimas quantidades de 
oxigênio dissolvido no meio para a síntese de ácidos gra 
xos insaturados (AHVENAINEN, 1982). Os principais áci-
dos produzidos por linhagens de Sacoharornyces sao pai-
rai tol ei co e oleico (GIUDICI et alii, 1983; NAGAR-LEGMANN 
& MARGALITH, 1987). 
Em meio anaeróbico, as leveduras sao capazes de 
utilizar ácidos graxos presentes no meio (RESENDE & 
ALTERTHUM, 1986). 
A adição de ácido linoleico, que nao e produzido 
pelas leveduras Saoahavornyces , tem provocado a formação 
de leveduras com maior resistência (THOMAS et alii, 1978) 
e menor retenção de etanol intra celular (THOMAS & ROSE, 
1979). Segundo MISHRA & PRASAD (1989) o enriquecimento 
de leveduras com ácidos graxos poliinsaturados permi-
tiram maior tolerância ao etanol do que os monoinsatu-
rados. 
Além de aumentar a tolerância da levedura ao eta. 
nol, a adição de ácido graxo insaturado também propor-
cionou maior rendimento da fermentação alcoólica con-
forme verificado por ALTERTHUM & CRUZ (1987). 
0 objetivo do presente trabalho foi de verificar 
o efeito da adição de ácidos graxos sobre a composição 
da levedura e sua capacidade fermentativa. 
MATERIAL E MÉTODOS 
Microrganismo 
Foi utilizada a levedura de panificaçao Fleischmann 
(Sacehavomyoes aerevisiae) como inõculo. 
Obtenção da levedura 
A levedura foi multiplicada anaerobicamente sem 
e com adição de ácidos graxos e aerobicamente sem adi-
ção de ácidos graxos. 0 meio utilizado apresentou a 
seguinte composição (g/litro): sacarose 30g, ácido cí-
trico 6g, hidróxico de potássio 2,5g, sulfato de amo-
nio 0,7g, uréia 0,4g, sulfato de magnisio l,0g, cloreto 
de cálcio 0,5g e fosfato dibásico de potássio l,0g. Fo-
ram adicionadas soluções estoques de micronutrientes e 
vitaminas resultando na seguinte composição (mg/litro): 
pantotenato de cálcio 3mg, ácido nicotínico 3mg, tiami-
n a 3mg, piridoxina 3mg, tiamina 3mg, piridoxina 3mg, 
inositol 15mg, biotina 0,3mg, H 3 B O 3 4,7mg, Z n S O i t^H^O 
4,6mg, A l 2 (SOi.) 3'18H 20 2,7mg, CuSO.. • 5 H 2 0 l,9mg, 
MnS0 4 • H 2 0 1,3 mg, C0CI2 * 6H 20 0,4mg, Kl 0,4mg e 
FeSOi* • 7H 20 2,3mg. 0 pH foi acertado a 5,0 com solu-
ção de KOH 5N. Para multiplicação aerõbica foi utili-
zada uma bomba de aquário que fornecia 54 litros de ar 
por hora. Para multiplicação anaerõbica foram adicio-
nados 0,2g dos ácidos palmitico, oleico e linoleico, 
0,025g de ergosterol e 0,5g de Tween 40 por litro con-
forme o tratamento. A multiplicação foi realizada com 
4 litros de meio, com inóculo de lmg de materia seca e 
a 25 í 2°C (temperatura ambiente). Os tratamentos aerõ-
bico e anaerõbico controle nao receberam ácidos graxos 
e ergosterol. Os ácidos graxos oleico e linoleico e o 
ergosterol foram dissolvidos em etanol absoluto ã quen-
te antes de serem adicionados ao meio e o ácido palmíti 
co foi solubilizado com Tween 40. Após o término da 
multiplicação (22 horas para aerõbico e 36 horas para 
anaerõbico), a levedura foi decantada em geladeira, la-
vada com água esterilizada e utilizada para análise dos 
ácidos graxos e ensaios de fermentação. Foi também ob-
tida levedura multiplicada anaerobicamente com meio de 
melaço com 3,2% de açúcares redutores totais suplemen-
tado com 0,7g de sulfato de amônio, 0,4g de uréia de lg 
de fosfato dibásico de potássio por litro em pH 5,0. 
Ensaio de fermentação 
Foram distribuídos l,2g de matéria seca de le-
vedura por frasco de fermentação (duplicata) e adicio-
nados 50m£ de meio que apresentava a mesma composição 
do meio de multiplicação porém com 14 e 16% se sacaro-
se, pH 4,0, sem adição de ácidos graxos e ergosterol. 
Os frascos foram tampados com papel alumínio e incuba-
dos a 32 ± 1°C. F o r a m realizados 4 ciclos com 14% e 4 
com 16% de sacarose. A fermentação foi acompanhada por 
pesagens dos frascos e o final quando a s pesagens 
permaneceram constantes. No final da fermentação foram 
coletadas amostras para determinação de viabilidade ce 
lular. 0 tempo de fermentação variou de 4 horas (alta 
viabilidade) até 8 horas (baixa viabilidade). No final 
da fermentação os frascos foram centrifugados o sobre-
nadante (vinho) foi utilizado para análise de etanol, 
ácido pirúvico, glicerol e álcoois superiores e a leve-
dura reutilizada para nova fermentação durante 8 ci-
clos . 
Análises 
Etanol: o vinho centrifugado foi destilado em 
microdestilador Kjeldahl adaptado para etanol e a den-
sidade do destilado medido em densímetro digital Anton-
Paar DMA 45 conforme AMORIM et alii (1979). 
Ãlcoois superiores: foi realizada segundo meto-
dologia descrita por GUTIERREZ (1988). 
Ãcido pirúvico: foi determinado por reação co-
lorimétrica com 2-4 dinitrofenilhidrazina segundo 
FRIEDMANN & HAUGEN (1943). 
Glicerol: foi determinado pelo método colori-
métrico de oxidaçao com metaperiodato seguido de rea-
ção do formaldeido formado com acetil-acetona e amônia, 
segundo descrição em ZAGO et alii (1989). 
Viabilidade celular: foi adotada a metodologia 
descrita em DE MARTIN (1987). 
Lipídios totais e ácidos graxos: l,2g de maté-
ria seca de levedura úmida foi tratada com 20m£ de me-
tanol durante 15 minutos e depois foi adicionado 40mü 
de cloroformio. A mistura foi deixada ã temperatura am 
biente durante 12 horas. 
Após filtraçao, a solução foi purificada com NaCl 
0,9% segundo FOLCH et alii (1957) e evaporada a vácuo e 
o resíduo foi pesado para lipídeos totais. Os ácidos 
graxos foram esterifiçados segundo HARTMAN& LAGO (1973) 
e analisados por cromatografia em fase gasosa com cro-
matõgrafo com detentor de ionizaçao de chama (CG-17) 
nas seguintes condições: coluna metálica de aço inoxi-
dável com 2 metros de comprimento e 0,5cm de diâmetro 
interno empacotada com 18% de dietileno glicolsuccina-
to sobre cromosorb P, temperatura da coluna de 190°C, 
do vaporizador 220°C e do detetor de 250°C, fluxo de 
gás de arraste de 50mü/min. de N e o volume injetado 
de 1 a 2 microlitros. 
Análise estatística: foi utilizado delineamen-
to inteiramente casualizado segundo PIMENTEL GOMES 
(1970). 
RESULTADOS 
Na Tabela 1 e apresentada a composição em áci-
dos graxos da levedura multiplicada em diversas condi-
ções e utilizada nos ensaios de fermentação. Em meio 
aeróbico os principais ácidos graxos formados pela le-
vedura sao palmitoleico e oleico totalizando cerca de 
76% de total, não tendo sido detectado o ácido linolei-
co e podendo-se observar a menor formação dos ácidos 
graxos de cadeia curta. Em meio anaeróbico sem adição 
de ácidos graxos, o principal ácido formado i o palmí-
tico acompanhado de quantidades elevadas dos ácidos sa-
turados da cadeia curta. Ocorre formação de palmito-
leico e oleico mesmo sem aeraçao devido ao oxigênio dis 
solvido no meio. A levedura multiplicada no melaço 
anaerobicamente apresentou teores mais elevados de pai-
rai tico, palmitoleico e ácidos graxos da cadeia curta, 
sendo que presença do linoleico ê devido a absorção des 
se ácido do melaço. Em meio anaerõbico, a levedura ab-
sorve e incorpora os ácidos graxos adicionados ao meio 
como pode ser observado na Tabela 1 para os ácidos pal-
mltico, oleico e linoleico. 
Na presença de Tween 40 ocorreu aumento no teor 
de palmítico tanto para oleico como linoleico devido ao 
fato do Tween 40 apresentar ácido palmítico na sua 
composição. 

Na Tabela 2 sao apresentados os valores de áci-
dos graxos saturados e insaturados totais e a viabili-
dade celular dos ensaios de fermentação com 14 e 16% de 
sacarose. Houve queda drástica da viabilidade na leve-
dura obtida anaerobicamente e com adição de ácido pal-
mítico e como resultado a fermentação foi interrompida 
após 2 a 3 ciclos com 14% de sacarose, sendo que nessas 
leveduras foram observados os valores mais baixos de 
ácidos graxos insaturados (entre 13 e 18%). Utilizando 
meio com 14% de sacarose nao foram observadas diferen-
ças entre as leveduras obtidas aerobicamente e anaero-
bicamente com adição de oleico, linoleico e com melaço. 
Com o uso de meio com 16% de sacarose houve redução nao 
significativa na viabilidade celular que foi mais pro-
nunciada nas leveduras com menor teor de insaturados 
com exceção da levedura obtida com melaço. 
Na Tabela 3 sao apresentados os teores de etanol 
e glicerol dos vinhos obtidos com 14 e 16% de sacarose. 
Observa-se diferenças entre os tratamentos tanto com 
14 como 16% de sacarose. Os teores mais elevados de 
etanol foram encontrados com as leveduras anaerõbica, me 
laço e oleico para 14% de sacarose e aerõbico e melaço 
para 16% de sacarose, embora nao tenha sido significa-
tiva em relação ao glicerol pode-se observar teores 
mais elevados para levedura com linoleico + tween 40, 
oleico + tween 40 e palmítico tanto para 14 como 16% de 
sacarose. Em todos os tipos de leveduras pode-se notar 
aumento na formação de glicerol quando se aumenta a por_ 
centagem de sacarose de 14 para 16%. 
Na Tabela 4 sao apresentados os teores de ãcido 
pirúvico e de ãlcoois superiores totais (n-propílico, 
isobutllico e isoamílico). As leveduras obtidas aero-
bicamente e a partir do melaço e linoleico apresentaram 
os teores mais baixos para ãcido pirúvico para 14% de 
sacarose, ocorrendo aumento nessa produção quando se 
usou 16% de sacarose para as leveduras utilizadas. Em 
relação aos ãlcoois superiores totais observa-se que as 
leveduras obtidas aerobicamente apresentaram a produção 




Quando se aumentou o teor de sacarose do meio, ocorreu 
redução nos teores de álcoois superiores. 
Nos gráficos das Figuras 1 e 2, pode-se observar 
a queda da viabilidade com os ciclos fermentativos e 
que 5 mais acentuada quando passa para meio com 16% de 
sacarose. 0 comportamento em relação ao ácido pirúvico 
nao foi o mesmo para álcoois superiores totais pois en-
quanto ocorreu aumento do pirúvico com os ciclos fer-
mentativos, para álcoois ocorreu redução nas três leve-
duras apresentadas (aeróbica, oleico e linoleico). 
DISCUSSÃO 
A levedura obtida aerobicamente apresentou menor 
proporção de ácidos graxos de cadeia curta (Tabela 1) 
do que a levedura anaeróbica sem adição e com melaço, 
confirmando observações de SUOMALAINEN & KERANEN (1963) 
e WILSON & McLEOD (1976). Com a adição dos ácidos gra-
xos palmítico, oleico com e sem Tween 40, linoleico com 
e sem Tween 40 ocorreu menor formação de ácidos graxos 
de cadeia curta (< 16 carbonos), devido provavelmente 
a inibiçao da acetil-coenzima A carboxilase pelos áci-
dos graxos absorvidos. Segundo BIRNBAUM (1970) a ace-
til-coenzima A carboxilase ê severamente reprimida por 
ácidos graxos insaturados (oleico, vaccênico e elaídi-
co) e regulada tanto por ácidos graxos saturados como 
insaturados. 
A levedura ê capaz de incorporar ácidos graxos 
adicionados ao meio, em condições anaerõbicas, como po-
de ser observado na Tabela 1, confirmando observações 
de RESENDE & ALTERTHUM (1986) para os ácidos palmito-
leico e oleico, WATSON (1982) para oleico, OHTA & 
HAYASHIDA (1983) para oleico, MISHRA & PRASAD (1989) pa 
ra oleico, linoleico, palmítico e linolenico. A leve-
dura obtida com meio de melaço apresentou ácido lino-
leico devido a presença desse ácido no melaço conforme 
relatado por MEE et alii (1979) para melaços de cana-
de-açúcar cultivada no Hawaii. 


A adição de ácido linoleico provocou sensível re 
duçao no teor de ãcido palmitoleico em comparação com a 
levedura aerobica confirmando observações de BULDER & 
REININK (1974). Este fato poderia ser explicado pelo 
efeito inibitõrio de ãcido graxo insaturado sobre a des 
saturase conforme observado por BLOOMFIELD & BLOCH 
(1960). 
A relação entre a presença de insaturados e to-
lerância ao etanol tem sido destacada por diversos au-
tores (MISHRA & PRASAD, 1989; OHTA & HAYASHIDA, 1983; 
WATSON, 1982; WILSON & McLEOD, 1976; THOMAS et alii, 
1978; GIUDICI et alii, 1983). Entretanto, esses auto-
res utilizaram quantidades de inóculo muito inferiores 
aos que sao usados para produção de etanol que é ao re-
dor de 10 a 15%, concentração essa utilizada no presen-
te trabalho. Dados comparativos realizados por GUTIER-
REZ (1989) evidenciaram que a levedura de panificaçao 
Fleischmann apresenta menor resistência ao etanol do 
que a Saccharomyces cerevisiae M-300-A. Na Tabela 2, 
pode-se observar que a levedura de panificaçao suporta 
meios com 14 e 16% de sacarose desde que apresente alta 
proporção de insaturados seja pamitoleico, oleico ou li 
noleico, embora a levedura obtida com melaço apresente 
alta viabilidade com menor teor de insaturados, resul-
tado que ainda nao podemos explicar. A adição do pal-
mítico puro ou na forma de Tween 40 provocou maior que-
da da viabilidade quando usado com oleico, apresentando 
maior proporção de saturados. Em alta proporção de sa-
turados como anaerõbico e com palmítico os ensaios de 
fermentação ocorreram com apenas 3 ciclos de 14% de 
sacarose, com grande queda da viabilidade. 
Nas condições do presente trabalho nao foi pos-
sível comprovar efeito benéfico do ãcido linoleico so-
bre o palmitoleico e oleico conforme verificado por 
THOMAS et alii (1978) e MISHRA & PRASAD (1989) embora 
a Figura 2 mostre uma tendência para maior viabilidade 
celular com a adição de linoleico. Provavelmente, além 
da proporção de insaturados, possa ocorrer efeito do 
teor de lipídeos totais pois como relatado por GRAY 
(1948) quanto menor o teor de lipídeos da levedura maior 
a tolerância a etanol. 
Com a diminuição da viabilidade ocorreu maior 
formação de ácido pirúvico e redução nos teores de ál-
coois superiores totais (Figuras 1 e 2). 0 ácido pirú-
vico é produzido e excretado para o meio podendo ser 
posteriormente reabsorvido conforme demonstrado por 
RANKINE (1967), LAFON-LAFOURCADE & PEYNAUD (1966). Na 
Figura 1 pode-se especular que o ácido pirúvico excre-
tado nao i reabsorvido devido a alteração na permeabi-
lidade das membranas, pois há queda da viabilidade (Fi-
gura 2) e assim ocorrendo maior acúmulo no meio. Foram 
encontradas diferenças entre as leveduras aerõbicas e 
anaeróbicas em relação a produção de ácido pirúvico (Ta 
bela 4) com as leveduras aerõbicas apresentando menor 
produção de ácido pirúvico, conforme verificado por 
COOTE & KIRSOP (1976). 
Na Figura 1 pode-se observar uma redução no teor 
de álcoois superiores totais que acompanha a queda na 
viabilidade. Durante o período inicial do processo de 
fermentação alcoólica, o etanol intracelular é maior do 
que o extracelular (NAGODAWITHANA & STEINKRAUS, 1976; 
BEAVEN et alii, 1982; D'AMORE et alii, 1988) podendo 
ocorrer maior acúmulo quando a levedura é enriquecida 
com oleico do que linoleico (THOMAS & ROSE, 1979). 0 
etanol acumulado pode atuar inibindo enzimas (INGRAM & 
BtJTTKE, 1984), assim com o maior acúmulo de etanol in-
tracelular o processo de biossíntese de leucina ficaria 
prejudicado e portanto diminuindo a produção do cetoã-
cido correspondente para a formação de isoamílico, sen-
do a queda mais acentuada com levedura aerõbica (rica 
em palmitoleico e oleico) do que com levedura rica em 
oleico ou linoleico que acumulariam menos etanol. 
As diferenças observadas no grau alcoólico dos 
vinhos pode ser explicada pela formação de glicerol (Ta 
bela 3 ) , quando se observa maior grau alcoólico ocorre 
menor formação de glicerol para uma mesma concentração 
de sacarose confirmando observações de GUTIERREZ (1989). 
0 maior grau alcoólico observado para levedura obtida 
anaerobicamente poderia ser explicada por um menor cres 
cimento devido a deficiência em ácidos graxos insatura-
dos e portanto carboidratos seriam desviados para produ 
çao de etanol. Essa relação menor crescimento/maior e-
tanol foi evidenciada em GUTIERREZ (1989). Pelos mesmos 
motivos a maior produção de glicerol pelas leveduras en 
riquecidas com linoleico poderia ser explicada. 
A levedura de panificaçao utilizada nos ensaios 
apresentou alta viabilidade no meio com 14% da sacarose 
seja enriquecida com oleico ou linoleico ou palmitolei-
co + oleico (aerõbica). Com 16% de sacarose, houve re-
dução da viabilidade em todos os tratamentos, indican-
do uma menor tolerância ao etanol produzido nessa con-
centração de sacarose (ao redor de 9,2% volume) mesmo 
enriquecida com ácidos graxos insaturados. 
Em relação a produção de etanol e glicerol, as 
leveduras obtidas aerobicamente e anaerobicamente coro 
melaço apresentaram melhor desempenho. 
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